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水 通道 蛋白 4 在 大 电脑 缺 血 再 灌注 后 脑 水 肿 中 的 变化 及 意义 
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摘要 :目的 基于 大 鼠 局 灶 性 脑 损 伤 缺 血 再 灌注 模型 ,观察 水 通道 蛋白 4(AQP4) 和 蛋白 激酶 CUPKC) 的 表达 水 平 变 化 与 脑 水 肿 的 
关系 。 方 法 线 栓 法 复制 大 脑 中 动脉 缺 血 再 灌注 模型 ,大 鼠 随 机 分 为 正常 对 照 组 ,假手 术 组 和 缺 血 再 灌注 (CIR ) 组 。 通 过 绿色 菊 
光 和 蛋白 GFP 标 识 的 AQP4 示 踪 系 统 评价 大 鼠 星 形 胶 质 细胞 的 水 通 透 性 ,同时 检测 脑 组 织 含水 量 和 进行 神经 功能 缺损 评分 。 
AQP4 和 PKC 的 表达 使 用 免疫 组 织 化 学 方法 检测 。 结 果 CIR 后 6h 大 鼠 开始 出 现 神经 功能 缺损 , 脑 组 织 含水 量 在 CIR 12 h 明 
显 升 高 ,24 h-3 d 时 达到 高 峰 ;AQP4 表 达 在 早期 水 平 降低 ,从 12b 逐 渐 升 高 ,至 CIR 24h 明 显 升 高 ,3 d 达 高 峰 ;PKC 在 CIR 6h 
后 缓慢 增加 ,连续 5 d 维 持 较 高 水 平 。 结 论 脑 水 肿 可 能 和 PKC、AQP4 的 升 高 相关 ,PKC 可 能 在 CIR 早 期 通过 磷酸 化 AQP4 以降 
低 AQP4 的 表达 以 延缓 脑 水 肿 进程 。 
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Change of aquaporin-4 in brain edema after cerebral ischemia reperfusion in rats 
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Abstract: Objective To explore the relationship between expression level of aquaporin-4 (AQP4), protein kinase C (PKC) and 
brain edema based on the focal cerebral ischemia reperfusion rat model. Methods The rat model of middle cerebral artery 
(MCA) was duplicated by suture method .The rats were randomly divided into normal control group, sham-operated group 
and cerebral ischemia reperfusion(CIR) group. Water permeability for rat astrocytes was evaluated by the green fluorescent 
protein(GFP) labeled AQP4 tracing system. Scores of neurofunctional defect were graded and water content in brain tissues 
was measured. Expression of AQP4 and PKC in brain tissue was detected by immunohistochemistry. Results Neurofunctional 
defect occurred at 6 h after CIR. Water content in brain tissue increased at 12 h after CIR, reached peak at day 1-3. The 
expression levels of AQP4 were decreased first, then increased gradually at 12 h later, obviously increased at 24 h after CIR and 
reached to highest point at day 3. While PKC increased gradually at 6 h after CIR, kept high level for 5 days. Conclusion Brain 
edema may relate to the rise of PKC and AQP4, PKC may reduce the expression of AQP4 via phosphorylation in the early 


stage of CIR in order to delay the process of brain edema. 
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外 伤 性 脑 水 肿 通常 继 发 于 脑 挫 裂 伤 , 脑 出 血 病灶 之 
中 ,同时 也 是 造成 鼎 内 高 压 \、 脑 癌 以 及 创伤 伤 残 的 主要 
原因 ,如 何 减轻 该 情况 的 发 生 , 一 直 是 神经 外 科 、 急 诊 科 
的 研究 方向 。 颅 脑 损 伤 后 脑 水 肿 的 形成 有 多 种 细胞 信 
号 参与 " ,这 些 细胞 信号 之 间 的 关联 研究 是 当前 国内 外 
的 热点 和 难点 。 已 有 人 研究 表明 水 通道 重 白 4(AQP4)、 和 蛋 
白 激酶 COPKC) 与 脑 水 肿 关 系 密切 党 。 但 PKC 与 
AQP4 在 脑 水 肿 变化 各 个 阶段 的 关联 人 研究 鲜 见 文献 报 
道 。 本 实验 通过 观察 大 鼠 大 脑 中 动脉 缺 血 再 灌注 
(MCAO/R) 模 型 AQP4、PKC 的 不 同时 相 动 态 变化 与 脑 
水 肿 的 关系 ,进一步 前 明 AQP4 在 脑 水 肿 发 生发 展 中 的 
作用 及 其 机 理 , 为 今后 颅 脑 损伤 的 治疗 提供 理论 依据 。 
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1 资料 与 方法 
1.1 实验 对 象 

大 鼠 144 只 (南方 医科 大 学 实验 动物 养殖 中 心 提 
供 ), 鼠 龄 ,4~5 个 月 ,体质 量 300~330 g, 等 级 :cl, 出 现 的 
死亡 及 神经 功能 评分 未 达 要 求 者 由 备用 组 补充 ,实验 动 
物 随机 对 照 分 为 3 组 :正常 对 照 组 .假手 术 组 缺 血 再 灌 
注 (CIR) 组 。 缺 血 再 灌注 组 分 别 在 6.12 h、1、3、5 d 给 予 
免疫 组 织 化 学 染色 及 脑 组 织 含水 量 检测 ,每 时 间 点 12 
只 大 鼠 ;正常 对 照 组 和 假手 术 组 每 6 只 大 鼠 亦 分 别 给 予 
免疫 组 织 化 学 染色 及 脑 组 织 含水 量 测量 。 
1.2 试剂 和 仪器 

国产 手术 显微镜 与 光学 显微镜 .80~100 %C 干 燥 箱 、 
免 抗 鼠 单 克 隆 体 PKC 生物 素 化 二 抗 SABC 免疫 组 化 
试剂 盒 。 钙 黄 绿 素 -AM.pMD@20-T Vector .特异 性 
PCR3 引 物 . 人 硅胶 模型 ~ 质粒 DNA 小 量 提取 试剂 盒 。 
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1.3 方法 计 学 处 理 ,多 组 均 数 间 比 较 用 "检验 , 双 变 量 关 系 用 相 


线 栓 法 制作 大 鼠 大 脑 MCAO/VR 模型 , 缺 血 ? h 后 再 
灌注 。 假 手术 组 实施 相同 手术 , 线 栓 置 入 深度 <10 mm, 
神经 功能 评分 采用 Garcia JH 法 ,依照 Elliot 公 式 计算 2 结果 


-H 
脑 组 织 含水 量 。SABC 行 免疫 组 化 染色 用 于 检测 PKC、 分 析 3 组 观察 指标 AQP4.PKC . 脑 含水 量 及 神经 
E JN M s 、 EI 
AQPA 的 表达 水 平 LI GFP-C1-AQP4-M23 的 i 


功能 缺损 评分 情况 ( 表 1), 因 对 照 组 组 与 假手 术 组 
CTX-TNA2 细 胞 为 观察 对 象 ,记录 GFP 荧 光 图 像 并 进 PREMO  APTRULCRE D ASET A 
行 5 ps H 6,12 h.1,3,5 d 这 5 个 时 间 节 点 的 数据 差异 无 统计 学 意 
行 图 像 重建 ,了 解 AQP4 在 星 形 胶 质 细胞 膜 上 的 分 布 。 。 v 故 只 选择 6 这 _ 时 间 节 点 值 与 CIR 组 进行 比较 
试验 数据 采用 统计 分 析 软件 SPSS 19.0 分 析 并 进行 统 。 点 


关 分 析 , 以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


R1 3 组 各 观察 指标 的 变化 (zt+') 


分 组 例 数 (n) AQP4 PKC 脑 含水 量 (%) ”神经 功能 缺损 评分 
CIR 组 6h 24 2.90+0.55* 5.49+0.53* 79.12+0.31 10.92+0.72* 
CIR% 12h 24 4.3040.53 5.5120.45* 80.1640.21* 10.2140.77* 
CIR Zl 24 h 24 5.3040.52* 5.9530.81* 82.59+0.78* 9.19+2.16* 
CIR 组 3d 24 6.30+0.53* 6.21+0.85* 82.87+0.56* 8.12+2.11* 
CIR 组 5d 24 6.17+0.42* 6.4240.53* 83.1540.72* 10.29+1.11* 
对 照 组 12 3.89+0.12 4.10+0.02 77.98+0.48 18.32+0.13 
假手 术 组 12 3.62+0.53 3.65+0.59 77.69+0.53 17.65+0.54 
F 21.5 324 18.3 85.7 
P «0.05 «0.05 «0.05 «0.01 
*P«0.05 vs 对 照 组 . 

3 讨论 期 也 发 现 AQP4 明 显 低 于 正常 对 照 组 。 鉴 于 PKC 可 使 


AQP4 磷 酸化 而 失 活 ,早期 AQP4 水 平 降低 可 能 表明 
PKC 对 AQP4 活 性 的 抑制 效应 ,PKC 的 移 位 激活 不 但 降 
低 AQP4 基 因 表 达 和 和 蛋白 含量 ,而 且 还 对 AQP4 进 行 磷 
酸化 修饰 ,导致 AQP4 活 性 降低 ,减轻 脑 水 肿 及 神经 功 
因 其 水 通 透 性 改变 而 释放 人 脑 组 织 , 水 通过 AQP 的 转 。 ”能 损害 ”。CIR 组 6-12h 水 肿 已 发 生 ,而 此 时 AQP 低 表 
运 快速 入 脑 。AQP4 在 中 枢 广 泛 分 布 ,与 中 枢 水 代谢 的 。 ” 达 , 提 示 PKC 可 能 已 参与 脑 水 肿 的 形成 。 分 析 其 原因 ， 
调节 密切 相关 ,参与 脑 损 伤 等 继 发 脑 水 肿 的 形成 过 程 *。 可 能 是 PKC 被 激活 后 促进 兴奋 性 氨基 酸 的 释放 从 而 加 
本 研究 中 CR 组 除 6 检测 AQP4 含 量 显著 低 于 正常 对 重 神经 元 的 缺 血 性 损伤 ,引起 脑 水 肿 。 

照 组 和 假手 术 组 外 ,其 余 12.24h.3.5 d 这 4 个 时 间 节 点 综 上 所 述 ,本 研究 认为 在 CIR 早 期 ,机 体 本 能 地 调 


UA EHATER EXT IRA 达到 峰 S : "a VO 
2 Rind e l = 45 PKC dex D GERE e AQPA DEUM 
JE Lid A gd lr ial 神经 功能 损害 ,这 一 点 可 从 CIR 组 6h 时 AQP4 显 著 低 


寺 续 性 损伤 .这 种 损伤 随时 间 的 延续 4 倾向 。 um 
持续 性 损伤 ,这 种 损伤 随时 间 的 延续 有 加 重 的 倾 癌 于 对 照 组 和 假手 术 组 ,而 PKC 明显 高 于 对 照 组 得 到 体 


缺 血 致 脑 水 肿 的 发 病 机 理 十 分 复杂 ,AQP4、PKC 
等 细胞 信号 在 脑 缺 血 再 灌注 不 同 阶段 的 表达 升 高 与 脑 
水 肿 形 成 有 关 。 大 脑 星 形 胶 质 细胞 的 关键 作用 是 调节 
脑 内 水 平衡 >” ,可 能 是 表达 于 星 形 胶 质 细胞 的 AQP4 


PKC 的 表达 变化 情况 也 和 AQP4 相 似 ,6、12、24 h、 


3,5 d 这 5 个 时 间 节 点 的 含量 持续 且 明 显 增 加 ,到 第 5 天 
达到 最 高 水 平 。 与 此 情况 相似 的 还 有 神经 功能 缺损 评 
分 ,在 相同 的 时 间 节 点 评分 持续 上 且 明显 增加 ,说 明神 经 
功能 缺损 5 d 达 到 高 峰 。AQP4、PKC 和 神经 功能 缺损 
评分 的 同 向 增加 是 否 说 明 AQP4 与 PKC 在 脑 水 肿 中 具 
有 闭 加 效应 尚 不 得 而 知 。AQP4 与 PKC 之 间 可 能 存在 
的 关联 也 不 清楚 。 有 关 人 研究 表明 :PKC n] fit AQPA VERA 
化 以 达到 调节 AQP4 活 性 的 目的 “。Manley ”发 现 , 培 
养 的 大 鼠 星 形 胶 质 细胞 融 除 AQP4 基 因 后 水 的 通 透 性 
比 正常 星 形 胶 质 细胞 水 通 透 性 降低 了 7.1 倍 ,本 实验 早 


现 。 随 着 缺 血 再 灌注 时 间 的 加 长 ,一 方面 PKC 激 活 后 
兴奋 性 氨基 酸 释 放 加 重 神经 元 细胞 的 损伤 , 男 一 方面 
PKC 不 能 有 效 减少 AQP4 的 表达 ,AQP4 的 增多 引起 严 
重 的 脑 水 肿 和 神经 功能 的 严重 损害 。 我 们 由 此 推测 ,外 
源 性 PKC 和 PKC 激 活 剂 可 减少 AQP4 表 达 从 而 减轻 脑 
水 肿 和 神经 功能 损害 ,这 将 为 揭示 颅 脑 损伤 后 细胞 毒性 
脑 水 肿 发 病 机 制 和 颅 脑 损 伤 的 防治 提供 重要 的 理论 依 
据 。PKC 在 CIR 后 期 (1~5 d) 是 否 因为 调控 AQP4 失效 
而 与 AQP4 协 同 加 重 脑 水 肿 和 神经 功能 损害 尚 需 进 一 
步 研 究 以 明确 。 
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